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論 文 内 容 要 旨
緒論
Wistar-lmamichiラ ッ トか ら、燃 〃ラッ トと命名 された突然変 異種(ミ ュータ
ン ト)の 小人 ラ ッ トが分 離 され ているが、 この ミュー タン トは 、常染色体 劣性
ホモでその形質 を発現する。今 まで、 内分泌疾 患 を示す ミュー タ ン トの小人症
のモデル動物 として、マウスや ラッ トでそれぞれ数種 のものが知 られて いるが、
rdwラ ッ トにおいて も、主 として、雄 ラッ トを用 いて内分 泌学的特性や 臨床 生化
学特性 が検索 され てきた。そ の結果、rdwラ ッ トでは、甲状腺組織 の退縮 がみ ら
れる こと、血 中 の甲状腺 ホルモ ン量が極端 に低 く、それ に伴 い、血 中成長 ホル
モ ンや プ ロラク チ ン量 も有意 に低 い こと、 また 、高 コレステ ロール症 、貧血 症
な どの ヒ トの甲状腺機能低下症 と同じ症状 を示す ことが明 らか にされ、耐wラ ッ
トは先天的 な甲状腺機能低下症で あると結論 づけ られてい る。
rdwラ ッ トは ヒ ト下垂体 性小人症や 甲状腺機能低下症 の動物 モデル として、生
理学的、 内分泌 学 的研究 に適 したモデル と考 え られ ている。 この ミュー タン ト
は不妊で あ り、臼 同士 の交配で産子 を生産せ ざるを得な いが、 このような生産
方式 は非常 に非 効 率的である。 そ こで本研究 で は、発 生工学 的 手法 を用 いて不
妊 耐wラ ッ トの大量生産 と胚 の凍結保存法 の開発 を 目的 とした。そのために、
まず卵胞発育 の動態(第1章)と 卵胞 に出入す る血管 の構築(第2章)を 解析す る
ことによ り 勧 〃ラッ トにおけ る卵胞発育 の特徴 を調 べ、次 に 耐wラ ッ トにおけ
る排卵誘起法 につ いて検 討 し(第3章)、 耐wラ ッ ト由来卵子 と 臼 雄 由来 の精子
(第4章)ま た は ハdwラ ッ ト由来 の精子(第5章)を 用 いて体 外受精胚 移植 を行
な うことによ り産子 を得 る条件 を検 討 した。 さ らに、胚 の凍 結保存 を試 みた(第
6章)。 そ の結果 、rdwラ ッ トの卵胞発育 の特徴 が明 らか にされ るとともに、排
卵誘起法、体外 受精 と胚移植:による産子生産法 、および胚 の凍 結保存法 を確 立
す ることが できた 。
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第1章 未成熟rdwラ ッ トにお ける卵胞発育 の動態
耐wラ ッ トの未成熟 時 の内分泌学的特徴 を調 べ るため に、 生後28日 と30日
齢 の血 中性腺刺激 ホルモ ン(卵胞刺激ホルモ ン:foliiclestimulatinghormone、
FSH、 黄体 形成ホ ルモ ン:luteinizinghormone、LH)と 血 中甲状腺ホルモ ン(サ
イ ロキ シ ン:thyroxlne、T4)を 測 定 し、同 日齢 の正 常 ラッ トと比較 した。FSH
とLHの 値 に両群 で差 はなか ったが、耐wのT4の 値 は正常のそれ よ り顕著 に低
か った(Fig.1)。 この ような結果 にもとづ き、本 章では、未成熟 耐wラ ッ トの卵
胞発育 の動態 を調べ ることによ り、多数 の卵胞 が発 達す る条件 を求 めた。生後
28日 ハdwラ ッ ト、 生後21日 か らT4を9日 間処理(T4前 処理)し た生後28
日の π加 ラ ッ トに 、そ れ ぞ れ 無処 理 ま た は妊 馬 血 清 性 性 腺 刺 激 ホ ル モ ン
(pregnantmareserumgonadotropin、PMSG)処 理 し、48時 間後 に屠殺 し、卵
巣重量 を測定 し、 固定包埋後8μmの 連続切片 を作成 し、HE染 色 を行 い、種 々


















































































大き さは、丁4前 処理 によ り有意 に増加 し、PMSG処 理 によ りさ らに増加 し、
T4+PMSG処 理 によ り、PMSG処 理 の場合よ りさ らに有意 に増大 して正常 ラッ
トにPMSG処 理 した場合 の卵巣 の大 きさと差 がな くなった(Fig.2と3)。 無処理
の π加 ラッ トでは、T4投 与 によ り直径101-199μm、200-400μmの 健常卵胞
数が有意 に増加 した。またPMSG投 与 によ り400μm以 上の大きさの卵胞 が多
数 出現 したが、正常 ラッ トで見 られた550μm・ 以上の大 きさのグ ラー フ卵胞数
は有意 に少なか った。T4+PMSG処 理で は、550μm以 上のグ ラーフ卵胞 が出現
し、正常 ラ ッ トのそれ と有意差 がな くなるまで に数が増加 し(Fig.4と 丁able1)、
健常卵胞数 の変 化 は卵巣重量 の大 きさの変化 とよ く一致 した。 退行 卵胞 数は、
























































































































































































が 、T4+PMSG処 理 に よ り退 行 卵 胞 数 が 正 常 ラ ッ ト の レ ベ ル に ま で 減 少 し た
(Table2)。 ま た 、 正 常 ラ ッ トで は 、PMSG処 理 後52-56時 間 にLHの サ ー ジ が
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み られ たが、T4前 処理 の ハdwラ ッ トではLHサ ー ジはみ られなかった(Rg.5)。
以上の結果 か ら、T4前 処理 によ り卵胞 の発育が促 進 され、さ らにPMSG処 理 に
よ り、排卵 可能 な健常グ ラー フ卵胞数がPMSG処 理 した正常 ラッ トのそれ と差
がない程 に増加 し、退行卵胞総数 も正常 ラッ トのそれ と同じほ どに減少す るが、
PMSG+T4処 理 では、LHサ ージが欠如す る ことが判 った。これ らのことか ら、
未成熟 ハdwラ ッ トに排卵可能な卵胞 を発達 させ るには、PMSG処 理 以前 にT4
の処 理が必要 な こと、さ らに排卵 を誘起す るた めには内因性LHの 放 出がな い こ




































第2章 未成熟 耐wラ ッ トにおける卵胞の血管構築
卵胞の発達 と卵胞周囲におけ る活発な血管の新生や分枝には強い相関があり、
また、PMSGやFSHが 卵胞の血管構築の発達を刺激することが知 られている。
このような ことか ら血管構築の増加 により、体液 を介 して成長因子や栄養の卵
胞への供給が促進 され、その結果卵胞の発育が促進 されると考えられる。 この














































































































































諺 ノ 齢 ジ・











いては今 まで報告 がない。そ こで、ハdwラ ッ トのT4お よび とPMSG処 理 の卵
胞 の血管構築 に及 ぼす影響 につ いて コロジオ ンキ ャス ト法 を用 いて解析 した 。
光学顕微鏡 による観察 では、耐wラ ッ ト卵巣 を取 り囲む毛細血管 叢 の大 きさは、
i無処理 の正常 のものよ り小 さか ったが、T4前 処理 によ りそ の大 き さは増加 した。
副wラ ッ トにPMSGを 処理す る と、そ の大 きさはさ らに増大 し、T4+PMSG処
理 した もので はさ らに増大 し、正常 ラ ッ トにPMSG処 理 した もの に匹敵す よう
にな った(F◎6)。 走査型電子顕微鏡 による観察で は、無処理 耐wラ ッ トに毛細
血管網が認 め られたが、多 くの毛細血管 は退行的状態 にあった 。PMSGを 処理
す ると、毛細血 管 の拡大 と出芽 が認 め られ、血 管が活発 に新 生 して恥る ことが
推察 された。T4+PMSG処 理 によ り血管新生 はさ らに活発化 した(Flg。7)。以 上の
ことか ら、未成熟 耐wラ ッ トにお いて、甲状腺ホルモ ンがPMSG処 理後 の血管
の新 生 を誘起 し、そ のよ うな血 管新生が 甲状腺 ホルモ ンの卵胞 発育促進効果 と
強 い相 関 のある ことが示唆 された。
第3章 未成熟rdwラ ッ トにおける排卵の誘起
ラッ トにお いて人為的 に排 卵を誘起 す る場合 、未成熟 動物 にPMSG単 独処理
また はPMSG処 理 後 に ヒ ト絨 毛 性 性腺 刺 激 ホル モ ン(humanchorbnic
gonadotropin、hCG)を 処理 す ることによ り行なわれて いる。前章 までの実験 に
よ り 耐wラ ッ トの卵胞発育 に甲状腺ホルモ ンが必須で ある ことが判 った。そ こ
で、本章ではT4前 処 理 と性腺刺激 ホルモ ンの処理 を組 合わせ る ことによ り、未
成熟rdwラ ッ トにお ける排卵 の人為的誘起 を試みた。未 成熟 のrdwに 、PMSG、
PMSG+hCG、T4+PMSG、 な いしT4+PMSG+hCGを 処 理 した。T4は10μgllOOg
体重 の量で生後21日 か ら30日 まで毎 日腹腔内に注 射 し、PMSGは28日 の午
前10時 、hCGはPMSG処 理56時 間後 にそれぞれ に101U皮 下注射 した。PMSG
処理72時 間後 に排卵 の有無 と排卵数 を調べ た。そ の結果、rdwラ ッ トでは、T4
無処理 の場合 とPMSG単 独処理で は排卵 が起 きず、T4+PMSG+hCG処 理 では
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安定 して排卵が誘起 され、排卵数 も劇的に上昇 した 。この ことか らT4前 処理が








































T4前 処理 によ り未成熟 κ紳 ラッ トの排卵誘起 に成功 したので、本章で はT4
前処理 によって排卵 させた卵子 と、F1雄 の精子 とを体外受精 させ、発生 させ 、
レシピエ ン ト雌 ラッ トに移植 し、産子 を得 る ことを試 みた。T4+PMSG+hCGを
処理 して排卵 させた卵子 と成熟F1(rdwl+)の 精子 を体 外受精 させた。受精 した卵
子 のうち、98%の 卵子 で精子 が侵入 し(Table4)、 これ らの卵子 の99%に おいて
雄性 と雌 性の前核が形成 された。さ らに前核形成卵子 の47%が1ηv肋 で胚盤胞
にまで発生 した(Table5)。 レシ ピエ ン トへ移植後、1細 胞胚 の21%と2細 胞胚
の22%が 産子 にまで発達 した(Table6)。 得 られた産子 につ いて成育後、小人症
の発症 の有 無 と血 中T4レ ベル を解析 した ところ、62%がrd〃 囮wの ホモの表現
型 を示 した。桑実期 と胚盤胞 の胚 を レシピエン トの子宮 に移植 した場合 、45%
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が子 宮角 に着 床 したが、分娩 には至 らなか った。以上 の ことよ り、T4前 処理 で
未成熟 耐wか ら排卵 された卵子 は、加W加 で受精 し、仮親へ移植後産子 が得 ら





























rdwラ ッ トにお いて受精能 の ある配偶子 の生産 に関 して、雌 につ いては 丁4前
処理す る ことに よ り多数 の卵子 を得 る方法 が確 立で きた。 しか しなが ら、雄 で
は短期(2-4週 間)のT4前 処理では、めwホ モ由来 の受 精能 のある精子 を得 るこ
とがで きなゐ、った。本 章では、長期 の 丁4前 処理 によ るrdwラ ッ ト由来 の精子 を
用 いて体外受精一胚移植 によ り産子 を得 る ことを 試みた。生後5ヵ 月齢 のfdw
成熟雄 ラッ トに、T4を 飲水(20μ911009体 重1日)に 溶 か して6ヵ 月間処理 した後、



























































結果、無処理 の 耐wラ ツ トは性行動 を示 さなかったが、6ヵ 月間のT4処 理 によ
り正常雌 に対す る性行動 を回復 し、交尾能力を示す雄が 出現 し、そ の雄 を交 配
す ることによ り正常雌 ラッ トの82%が 受精 した(Table7)。 次に、T4を6ヵ 月間
処理 した 耐wラ ツ トの精巣 上体精子 を用 いて、T4前 処理 した 耐wラ ッ トの排卵
卵子 を体 外受精 させ 、移植 し、産子 を得 る ことを試 みた。そ の結果 、受精 率93%、






















産子 は後 に全てがrdwの ホモで ある ことが判 った。以上の ことによ り、耐wの
ホモ 同士 の配偶子 を体外受精 させ、傘 てが 耐wホ モ の産子 を得 る方法 が確立 さ
れた。
第6章 励 〃ラット胚の凍結保存
モデル動物 の遺伝子 を長 期に維持す るために は胚 の凍結保存 が望 まれ るので 、
本章で は 耐wラ ッ ト胚 の凍結保存法 の開発 を試 みた。近年 、胚 のガ ラス化法 に
よる超低温保存 は、プ ログ ラム フ リーザー な どの器 材 を用 いる ことがな く、短
時間で凍結 が可能 な ことか ら、マウスや ウシな どの胚 で普及 して いる。 しか し、
ラッ トで の報告 は少な く、技術 的 に困難 とされ て いる。そ こで耐凍剤 として 、
新規 に開発 されたエチ レング リコール ・フ コース シ ュー クロー ス溶液(EFS溶
液)を 用 い、その濃度 を2段 階(エ チ レ'ング リコール20%:EFS20か ら40%:
EFS4C>に 変 え、さ らに胚 を封 入 したス トロー を液体 窒素 に曝す 時間を厳密 に規
定 して ガ ラス化 を行ない、 また凍 結胚 の融解 に要す る時間 と温 度 を厳密 に設 定
して融解す る方 法 を開発 した。T4前 処理 励 γの過排卵卵子 とF1雄 の精子 を受
精 し、2細 胞 に発生 させた もの を本法 によ り、 ガ ラス化凍結保 存 を行 ない、 融
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解後 に胚 の形態 が正常な2細 胞 胚 を レシ ピエ ン ト雌 に移植 した ところ、受胎 率
100%で 、移 植 した胚55個 中18個(33%)の 高率で胚が新生子 にまで発育 した


















① 耐w未 成熟 ラッ トの卵胞発育 の動態 を調べた ところ、T4前 処理 によ り卵
胞発育 が促進 され、PMSG処 理後 のグラー フ卵胞数 を増加 させ る ことが判 った。
しか し、rdwラ ッ トではT4を 前処理 して もPMSG処 理後 のLHサ ー ジはな い こ
とが判 った。
②rdw未 成熟 ラッ ト卵巣 の血管構築 を調べた ところ、T4とPMSG処 理 によ
り卵胞血管 の新 生や拡大 を促進す る ことが判 った。
③ 耐wラ ッ トにT4を 前処理 しさ らに、PMSGとhCGを 処理す る ことによ
り、安定 した人為 的排卵誘起法 を確立 した。
④rdwラ ッ トで誘起排卵 された卵子 と 臼 雄 精子 を体外受精 し、そ の1-2細
胞胚 をレシピエ ン トに移植 して、産子 を得 る方法 を確立 した。
⑤ 未成熟 耐wラ ッ トの誘起排卵卵子 とT4を 長期投 与 して得た 耐w雄 ラ ッ
トの精子 を体外 受精 し、その2細 胞胚 をレシピエ ン トに移植 して、産子 を得 る
方法 を確 立 した。
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⑥ 耐wラ ッ トの誘起排卵卵子 と 臼 精子 とを受精 させて得た2細 胞胚 を
EFS溶 液を用 いてガラス化凍結保存を行ない、融解後、高い出生率で産子が得
られる方法 を開発した。
以上のことよ り、発生工学的手法により遺伝 的甲状腺機能低下症不妊 ラッ ト
の生産が可能 となったと考える。
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論 文 審 査 結 果 要 旨
rdwラ ッ トはWistar-lmamichiラ ッ トか ら分離 された突 然変異種(ミ ュー タン ト)で あるが,ヒ ト
の下垂体性小 人症や甲状腺機能低下症の研 究に適 した動物 モデルであ る。 しか しなが ら,こ の ミュー タ
ン トは雌雄 とも不妊であ り,F、 同士の交配で産子 を生産せ ざるを得 ないが,こ の ような生産方式は非常
に非効率的である。そ こで江君は,発 生工学的手法 を用いて不妊rdwラ ッ トを大量 に生 産す る方法 を開
発 する とともにその保存 のため に胚 の凍結保存法 を確立 した。その概要は次 の通 りである。 ①rdw未
成熟 ラ ッ トの卵胞発育 の動態 を調べ,T4前 処理 によ り卵胞発育が促進 され,PMSG処 理後の グラーフ
卵胞数 を増加 させ ることやT4を 前処理 して もPMSG処 理後 のLHサ ージがみ られない ことを明 らかに
した。②rdw未 成熟ラ ッ ト卵巣の血管構築 を調べ,T4とPMSG処 理 によ り卵胞血管 の新生や拡大 を促
進す ることを明 らかに した。 ③rdwラ ッ トにT4を 前 処理 し,さ らにPMSGとhCGを 処理す る安定 し
た人為的排 卵誘起 法 を確立 した。 ④rdwラ ッ トで誘起排卵 された卵子 とF、雄精子 を体外受精 し,そ の
1-2細 胞胚 をレシピエ ン トに移植 して,産 子 を得 る方法 を確立 した。⑤ 未成熟rdwラ ッ トの誘起排卵
卵子 とT4を 長期投与 して得たrdw雄 ラッ トの精子 を体外受精 し,そ の2細 胞胚 をレシ ピエ ン トに移植
して,産 子 を得 る方法 を確立 した。 ⑥rdwラ ッ トの誘起排卵卵子 とF、精子 を体外受精 させ て得 た2細
胞胚 をEFS溶 液を用いてガラス化凍結保存 を行い,融 解後,高 い出生率で産子が得 られる方法 を開発 し
た。
以上のこ とよ り,発 生工学的手法 によりrdwラ ッ トの生産が可能 となった と考 え られ,こ の ことは畜
産学,実 験動物学分野 において高 く評価 される。 よって博士 儂 学)の 学位 を授与 で きる もの と判定 し
た。
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